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1 皮质 醇 对 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培养 肝 细 胞 糖 代 谢 的 影响 
2 mA Ol 骆 UR 张 春 晓 E 玲 wesc Mee 阳 达 


3 “(农业 部 东海 海水 健康 养殖 重点 实验 室 , 厦门 市 集美 大 学 饲料 检测 与 安全 评价 重点 实验 室 , 集美 大 学 水 产 学 


4 院 ， 厦 门 361021) 


5 W 要 : 本 试验 旨 在 研究 皮质 醇 对 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培养 肝 细 胞 糖 代 谢 的 影响 。 分 离 斜 带 石 斑 鱼 肝 细 胞 ， 选 


6 WM2AK AAA (24 Fl 36h) 和 3 个 皮质 醇 浓 度 [0 (对 照 )、100 和 1 000 nmoyL]， 测 定 培养 上 清 液 中 葡 


7 ， 萄 糖 含量 ( 即 肝 细 胞 葡萄 糖 释 放量 )， 肝 细胞 糖 原 和 丙酮 酸 含量 以 及 肝 细 胞 糖 代谢 关键 酶 [磷酸 烯 醇 丙 酮 酸 羧 


激酶 (PEPCK)、 简 欧 糖 -6- 人 磷酸 酶 〈G6Pase)、 糖 原 合成 酶 〈GSase)、 苹 果 酸 脱 氢 酶 MDH)、 异 森 榜 酸 脱 


Aug (ICD ) 和 丙酮 酸 激酶 PK) ] 的 活性 。 结 果 表 明 : ÆA 24 和 36h 时 ， 与 对 照 组 相 比 ，100 和 1000 


一 0 nmol/L 皮质 醇 组 肝 细 胞 葡萄 糖 释放 量 显著 提高 (P<0.05)， 而 肝 细 胞 丙酮 酸 含量 显著 降低 (P<0.05)， 皮 质 


veil 醇 铸 育 时 间 对 肝 细 胞 葡 侈 糖 释放 量 、 丙 酮 酸 含量 均 无 显著 影响 CP>0.05). FES A 24 h 时 ， 皮 质 醇 浓 度 对 


肝 细 胞 糖 原 含 量 无 显著 影响 CP>0.05), MEIA 36 h 时 ， 肝 细胞 糖 原 含 量 则 随 着 皮质 醇 浓 度 的 升 高 而 显 


著 降低 CP<0.05); 随 着 皮质 醇 钱 育 时 间 的 延长 ， 肝 细胞 糖 原 含量 显著 下 降 〈P<0.05)。 在 孵育 24 和 36 h 


时 ，100 和 1 000 nmol/L 皮质 醇 显 著 提 高 了 肝 细 胞 PEPCK 和 G6Pase 的 活性 (P<0.05)， 显 著 降 低 了 肝 细 


胞 MDH 和 ICD 的 活性 (P<0.05)， 但 对 肝 细 胞 GSase 活性 则 无 显著 影响 CP>0.05); 在 旷 育 24h 时 ， 皮 质 


O6 醇 浓 度 对 肝 细 胞 PK 活性 无 显著 影响 CP>0.05)， 但 在 孵育 36 hIN, 100 和 1 000 nmol/L 皮质 醇 则 显著 提 


17 ”高 了 肝 细 胞 PK 活性 (P<0.05)。 随 着 鳃 育 时 间 的 延长 ， 肝 细胞 G6Pase 活性 显著 下 降 CP<0.05), PK 活性 


18 ”显著 升 高 (P<0.05)， 而 MDH Fi ICD 活性 均 无 显著 变化 (P>0.05)。 由 此 可 见 ， 皮 质 醇 能 够 促进 斜 带 石 斑 


19 ， 鱼 原 代 培 养 肝 细胞 糖 异 生 作 用 ， 抑 制 葡萄 糖 的 分 解 代谢 ， 而 对 糖 原 合 成 无 调节 作用 。 


Ra 


20 ”关键 词 : 斜 带 石 斑 鱼 ， 原 代 培 养 ， 皮质 醇 ， 糖 代谢 ， 酶 活性 
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斜 带 石 斑 鱼 CEpinephelus coioides) 是 世界 范 
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文献 标识 码 : A 文章 编号 ; 


围 内 重要 的 海水 养殖 鱼 类 之 一 ， 而 外 界 不 良 环境 因子 引 


起 的 应 激 反应 会 对 其 生长 繁殖 造成 不 利 影响 ， 导 致 下 丘脑 -垂体 - 肯 上 腺 皮质 轴 兴 奋 和 一 系列 物质 代谢 的 变 


化 。 皮 质 醇 是 鱼 类 重要 的 皮质 类 固 醇 类 激素 , 广泛 作用 于 机 体 的 各 个 组 织 器 官 02, 是 鱼 类 应 激 反应 、 生 长 、 


新 陈 代谢 和 免疫 应 答 等 生理 过 程 的 重要 调节 激素 0-1。 1 


FAA, BMRA RASH Za, FE 


脑 -垂体 - 骨 间 腺 皮质 轴 兴 奋 并 释放 皮质 醇 ， 导 致 血液 中 皮质 醇 浓 度 升 高 59， 伴 随 而 来 的 是 机 体 物 质 和 能 


量 代谢 的 剧烈 变化 。 鱼 类 糖 代谢 的 主要 途径 包括 糖 酵 解 、 糖 异 生 、 糖 原 合 成 、 肝 糖分 解 、 三 羧 酸 循环 和 磷 


酸 戊 糖 途径 ， 是 鱼 类 机 体 代谢 的 重要 组 成 部 分 3。 鱼 类 和 其 他 将 椎 动物 类 似 ， 糖 代谢 与 内 分 泌 活 动 紧 密 相 


关 ， 一些 内 分 泌 激素 对 糖 代谢 的 调节 发 挥 重要 作用 ， 如 胰岛 素 和 


胰 高 血糖 素 等 909。 肝 脏 是 鱼 类 参与 糖 代 


谢 的 重要 器 官 ， 同 时 也 是 机 体内 分 泌 系 统 作 用 的 靶 器 官 上 2， 皮质 醇 作 为 鱼 类 机 体 新 陈 代谢 调节 的 重要 内 


分 泌 激素 ， 它 与 肝脏 物质 代谢 调节 密切 相关 。 研 究 表 明 ， 体 外 培养 肝 细 胞 能 够 表达 绝 大 部 分 在 体 肝脏 的 生 


理 功能 ， 并 且 保 留 和 维持 了 活体 肝 双 


胞 的 完整 形态 及 代谢 活性 ， 能 够 很 好 地 反映 体内 的 代谢 状态 031。 肝 细 


胞 培养 模型 已 成 为 研究 激素 对 糖 代 谢 途 径 调 节 作 用 的 重要 工具 。 然 而 ， 大 部 分 有 关 皮 质 醇 对 肝脏 物质 代谢 


的 研究 以 整体 动物 为 模型 ， 由 


于 动物 机 体 中 多 种 激素 的 交互 作用 ， 为 确定 某 一 种 激素 独立 的 调节 作用 带 来 


很 大 困难 , 而 且 , 皮质 醇 对 鱼 类 肝脏 糖 代谢 的 研究 主要 是 探讨 皮质 醇 与 糖 代谢 途径 中 关键 酶 活性 的 关系 名 。 


利用 体外 分 离 培 养 肝 细 胞 模型 可 以 殉 服 在 体 难以 确定 某 一 激素 对 糖 代 谢 调节 作用 的 不 足 。 皮 质 醇 对 鱼 类 体 


外 分 离 培养 肝 细 胞 糖 代谢 的 研究 鲜 有 报道 ， 而 其 对 石 斑 鱼 原 代 培 养 肝 细胞 物质 代谢 机 制 方面 的 研究 尚未 见 


报道 。 因 此 ， 本 研究 利用 建立 的 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培养 肝 台 


机 制 |。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 动物 及 饲养 管理 


健康 的 斜 带 石 斑 鱼 〈 体 引 


E 约 为 50 g) 购 于 厦门 当地 一 家 水 产 公司 。; 


胞 模型 ， 探 讨 皮质 醇 对 斜 带 石 斑 鱼 糖 代谢 的 作用 


各 斜 带 石 斑 鱼 放 于 600 L 循环 桶 中 


和 暂 养 。 每 天 08:30 和 18:30 饱 食 投 喂 商业 饲料 ， 投 喂 0.5 h ARERIA, W EREMIE mk, Ke 
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44 ”水 量 为 循环 桶 的 13 一 1/2。 养 殖 期 间 , 采用 自然 光照 , 海水 盐 度 为 30%o, 水 温 为 (27+2) C, 溶解 氧 浓度 >6.5 


45 mg/L， 毛 毛 浓 度 <0.02 mg/L, pH 8.0 一 8.2。 


46 ”1.2 主要 试剂 


ANS 


47 皮质 醇 ( 含 皮质 醇 50 pmol/L 的 盐 溶液 ， 适 用 于 细胞 培养 )， 购 于 Sigma 2]. 0.25%) A. L-15 


48 ”培养 基 、 青 链 霉 素 (10000 IU/mL、10000 hg/mL)、 两 性 霉 素 B、 胎 牛 血清 (FBS)， 购 于 Gibco 公司 ; FG 


49 ”有 盼 蓝 、 二 甲 基 亚 砚 DMSO)， 购 于 上 海 捷 瑞生 物 工程 有 限 公 司 ， 葡萄糖 测 定 试剂 盒 、 肝 糖 原 测 定 试剂 盒 、 


50 ”丙酮 酸 测定 试剂 盒 、 磷 酸 烯 醇 式 丙酮 酸 激酶 PEPCK) 测定 试剂 盒 、 葡 萄 糖 -6- 磷 酸 酶 (G6Pase) 测定 试剂 


_51 ， 盒 、 糖 原 合成 酶 〈GSase) MEANE ERRAN (MDB) 测定 试剂 盒 、 异 柠檬 酸 脱氧 酶 (ICD ) W 


C752 。 定 试 剂 盒 、 丙 酮 酸 激酶 PK 测定 试剂 盒 ， 购 于 南京 建成 生物 工程 研究 所 。 


53 1.3 肝 细 胞 原 代 培养 与 皮质 醇 及 育 试验 
T54 在 Segner 等 (和 Qin 等 55 方法 的 基础 上 进行 改良 ， 有 具体 操作 如 下 : 采用 胰 和 蛋白 酶 消化 法 分 离 肝 细胞 ， 


一 55 ”新 鲜 分 离 的 肝 细 胞 在 含 20% 胎 牛 血 清 的 L-15 培养 液 中 培养 48 h 后 , 弃 去 培养 上 清 液 , 并 用 L-15 培养 基 ( 无 


胎 牛 血清 ) 清洗 3 遍 ， 以 去 除 其 他 激素 。 然 后 再 加 入 含有 不 同 浓度 皮质 醇 的 新 鲜 L-15 培养 基 ， 皮 质 醉 浓 


度 分 别 为 0( 作 为 对 照 ， 为 了 使 培养 体系 中 L-15 培养 液 中 加 入 的 处 理 药物 体积 一 致 ， 故 加 入 与 后 2 个 处 理 


中 等 体积 的 磷酸 盐 缓冲 液 )、100 和 1 000 nmol/L, 4) HI TESA 24 和 36 h 后 收集 培养 上 清 液 和 肝 细 胞 ， 用 


于 后 续 试 验 指标 测定 。 每 个 处 理 设 4 个 重复 , 新 鲜 分 离 的 肝 细胞 以 2x105 cellmL 的 浓度 按照 不 同 处 理 接种 


60 “于 12 和 孔 细胞 培养 板 进行 培养 ， 剩 下 的 刚 分 离 的 细胞 按照 不 同 处 理 接种 于 25 cm 培养 瓶 培养 ， 以 用 于 后 续 


61 ”试验 指标 (生化 分 析 〉 的 测定 。 


62 14 生化 分 析 


63 肝 细胞 培养 上 清 液 中 和 葡萄糖 含 量 〈《 即 肝 细 胞 葡萄 糖 释放 量 ) 以 及 肝 细 胞 内 糖 原 和 甘油 三 酯 含量 、 糖 代 


64 ” 谢 相 关 酶 活性 的 测定 均 采 用 在 25 cm2 培养 瓶 培养 的 细胞 进行 测定 。 孵 育 试验 结束 后 ,细胞 采用 胰 和 蛋白酶 消 


65 ”化 法 进行 收集 ， 并 用 PBS 清洗 2 次。 收集 的 细胞 采用 人 台 盼 蓝 拒 染 法 鉴定 细胞 活力 ， 试 验 中 的 活 细 胞 用 于 酶 


66 ”活性 和 代谢 物 含量 的 测定 。 


Chinay ny SERA TI 
ChinaX ive FEK 


67 肝 细胞 培养 上 清 液 中 和 葡萄糖 含 量 采 用 Kikuchi 等 09 的 操作 方法 进行 测定 ;为 测定 肝 细 胞 内 糖 原 和 甘油 


68 ”三 酯 的 含量 ， 肝 细胞 收集 后 加 入 适量 PBS 进行 超声 破碎 ， 肝 细胞 糖 原 含量 采用 de Frutos 等 上 描述 的 方法 


lin 


69 WITWE, PAL ER eR sy EA Se TB S E Ao 


70 肝 细胞 GSase 活性 采用 Vijayan 等 08 描 述 的 方法 测定 ，MDH 和 ICD 活性 采用 Sunny 等 09 描 述 的 方法 


71 ”测定 ，G6Pase 活性 采用 Chan 等 2 描述 的 方法 测定 。 


72 肝 细 胞 加 入 缓冲 液 (100 mmol Tris-HCl, pH 7.5，10 C) 后 名 浆 ， 采 用 Sullivan 等 20 所 描述 的 方法 测 


73 jE PK 活性 。 


肝 细 胞 PEPCK 活性 采用 Polakof 等 2 描述 的 方法 测定 ， 操 作 如 下 : 取 预 先 收集 好 的 肝 细 胞 , 在 4C 下 


加 入 10 倍 缓冲 液 (缓冲 液 配 制 参 照 Polakof 等 2 ) 勾 浆 ， 色 浆液 于 10 000 r/min 离心 30 min 后 取 上 清 , 在 


30 °C. 340 nm 波长 用 酶 标 仪 测定 吸光 度 值 。 


ig Al (BSA) 作为 标准 品 采 用 考 马 斯 亮 蓝 法 B31 定量 测定 。 所 有 酶 活性 均 采 


细胞 内 蛋白 质 浓度 以 和 


lj 


用 特定 活性 (U/mg prot) 表示。 


1.5 数据 处 理 


试验 数据 用 平均 值 土 标 准 误 Cmean SE) 表示 。 数 据 采 用 SPSS 19.0 软件 进行 统计 和 分 析 ， 先 对 数据 


进行 方差 齐 性 检验 ， 如 满足 方差 齐 性 条 件 则 对 数据 进行 单 因 素 方差 分 析 (one-way ANOVA) 和 独立 样本 


=82 ”检验 ， 若 组 间 存 在 显著 性 差异 ， 则 再 采用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比 较 ， 以 P<0.05 表示 差异 显著 。 


83 2 结果 

84 ”2.1 皮质 醇 对 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培养 肝 细 胞 葡萄 糖 释放 量 及 糖 原 和 丙酮 酸 含量 的 影响 

85 皮质 醇 对 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培 养 肝 细胞 葡萄 糖 释放 量 及 糖 原 和 丙酮 酸 含量 的 影响 结果 见 图 1o ERE 
86 ” 育 肝 细胞 24 或 36P 时 ， 肝 细胞 葡萄 糖 含 量 均 随 着 皮质 醇 浓 度 的 升 高 而 逐渐 增加 ， 与 对 照 组 相 比 ，100 和 1 


87 000 nmol/L 皮质 醇 组 的 肝 细 胞 葡萄 糖 含 量 均 显 著 增 加 (CP<0.05)， 且 以 1000 nmol/L 皮质 醇 组 为 最 高 ， 显 著 


88 ”高 于 其 他 组 CP<0.05). KERIS BFA 24h 时 ， 肝 细胞 糖 原 含量 各 组 之 间 无 显著 差异 (P>0.05 )， 而 在 


89 IEA 36 h 时 ， 肝 细胞 糖 原 含量 则 随 着 皮质 醇 浓度 的 升 高 而 显著 降低 (P<0.05)， 且 以 1 000 nmol/L 皮质 醇 


90 


91 


92 


93 
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Ke) 


4 


100 


A 
Ait 


ANER. XARRA 36h 的 肝 细 胞 糖 原 含量 显著 低 于 8 


中 
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孵育 24 h 的 肝 细 胞 糖 原 含量 CP<0.05). Be 


J EOS A FAA 24 BK 36 h Ja, 100 FH 1 000 nmol/L 皮质 醇 组 肝 细 胞 丙酮 酸 含量 均 显 著 低 于 对 照 组 C(P<0.05 )， 


但 100 F0 1 000 nmol/L 组 之 间 无 显著 差异 (P>0.05)。 皮质 醇 贱 育 时 间 对 肝 细 胞 葡萄 糖 和 丙酮 酸 含量 均 没有 


显著 影响 (P>0.05)。( 图 2-1C )。 


GS control C4 100nmol/L CI 1000nmol/L 


> 


w 


Glucose production(mmol/L) 
= N 


糖 原 含量 (mg/mg prot) 
Glycogen content( (mg/mg prot) 


葡 萄 糖 释放 量 (mmol/L) 


> 


24h 


36h 
SEA I Ti] /h 


Incubation time/h 


Œ control CI 100nmol/L CI 1000nmol/L 


b 


> 
a 


b 


Pyruvate content(uM/mg prot) 
o 
> 


HARRA (nM/mg prot) 


24h 
SEAT IY Ti] /h 


Incubation time/h 


36h 


GS control (4) 100nmol/L CI 1000nmol/L 


性 
三 


C 
B B A 
b 


= 
o 


A 
a 


> 
i 


24h 36h 
SF 时 间 /h 
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数据 柱 标注 不 同 小 写字 母 表 示 在 同一 旷 育 时 间 下 与 不 同 皮质 醇 浓 度 之 间 存 在 显著 


同一 皮质 醇 浓 度 下 不 同 孵 育 时 间 之 间 存 在 显著 差异 〈P<0.05)。 下 图 同 


差异 〈P<0.05)， 不 同 大 写字 母 表示 在 


o 


Date columns with different small letters indicate significant difference among different cortisol concentrations at the same 


exposure time (P<0.05), and with different capital letters indicate significant difference between different exposure time at the same 


cortisol concentration (P<0.05). The same as below. 
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Fig.l Effects of cortisol incubation time and concentration on glucose production, glycogen and pyruvate contents in primary 


cultured hepatocytes from Epinephelus coioides. 


2.2 ”皮质 醇 对 和 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培 养 肝 细胞 糖 代谢 相关 酶 活性 的 影响 


皮质 醇 对 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培养 肝 细 胞 糖 代谢 相关 酶 活性 的 影响 见 图 2。 皮 质 醇 呈 育 肝 细胞 24 或 36 h 


时 ， 随 着 皮质 醇 浓度 的 升 高 ， 肝 细胞 PEPCK 活性 呈现 逐渐 升 高 的 趋势 ， 且 各 组 之 间 差 异 显著 CP<0.05)- 


在 皮质 醇 浓 度 为 100 nmol/L 时 ， 随 着 旷 育 时 间 的 延长 ， 肝 细胞 PEPCK 活性 显著 升 高 (P<0.05)。 皮 质 醇 旷 


育 肝 细胞 24 或 36 h 时 ， 与 对 照 组 相 比 ，100 和 1 000 nmol/L 皮质 醇 组 肝 细胞 G6Pase 活性 均 显著 升 高 


(P<0.05), 但 100 和 1 000 nmol/L 皮质 醇 组 之 间 无 显著 差异 (P>0.05)。 在 皮质 醇 浓 度 为 100 和 1 000 nmol/L 


时 ， 肝 细胞 G6Pase 活性 随 着 孵育 时 间 的 延长 显著 下 降 (CP<0.05)。 皮 质 醇 暑 育 肝 细 胞 24 或 36 h 时 ， 肝 细 


胞 MDH 和 ICD 活性 均 随 着 皮质 醇 浓 度 的 升 高 而 显著 下 降 (P<0.05)， 且 在 1 000 nmol/L 皮质 醇 组 达到 最 


小 值 。 孵 育 时 间 对 同一 浓度 皮质 醇 组 的 肝 细 胞 MDH 和 ICD 活性 均 无 显著 影响 CP>0.05)。 皮 质 醇 孵育 肝 


细胞 24 或 36h 时 ， 肝 细胞 G6Pase 活性 在 各 组 之 间 均 无 显著 差异 (P>0.05). KREIS Baa 24 h 时 ， 


肝 细 胞 PK 活性 各 组 之 间 无 显著 差异 CP>0.05); 在 孵育 36h 时 ， 肝 细胞 PK 活性 随 着 皮质 醇 浓度 的 升 高 而 


增加 ，100 和 1 000 nmol/L 皮质 醇 组 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05), 但 100 和 1 000 nmol/L 组 之 间 无 显著 差异 


CP>0.05)。 随 着 旷 育 时 间 的 延长 ，100 和 1 000 nmol/L 皮质 醇 组 的 肝 细 胞 PK 活性 显著 升 高 (P<0.05)。 但 


皮质 醇 浓 度 及 孵育 时 间 对 肝 细 胞 GSase 活性 均 未 产生 显著 影响 (P>0.05)。 
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Fig.2 Effects of cortisol incubation time and concentration on PEPCK, G6Pase, GSase, MDH, ICD and PK activities in primary 


cultured hepatocytes from Epinephelus coioides 


3 Ww 论 


在 鱼 类 中 ， 皮 质 醇 对 物质 代谢 的 调节 作用 已 有 广泛 研究 24271， 主 要 是 研究 外 源 性 皮质 醇 对 鱼 类 在 血浆 


和 肝脏 组 织 代谢 水 平 以 及 肝脏 组 织 中 代谢 相关 酶 活性 变化 规律 的 影响 。 由 于 鱼 体内 存在 各 种 激素 的 扰动 ， 


很 难 对 单个 激素 如 皮质 醇 在 鱼 体 糖 代谢 中 的 独特 调节 作用 进行 研究 。 本 试验 以 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培 养 肝 细胞 


为 模型 ， 用 不 同 浓度 皮质 醇 对 原 代 培 养 的 肝 细胞 进行 处 理 ， 探 讨 皮 质 醉 对 鱼 类 糖 代谢 的 调节 作用 。 


本 试验 中 ， 皮 质 醇 孵育 离 体 培 养 肝 细 胞 后 ， 其 物质 代谢 水 平 发 生 了 显著 变化 。 皮 质 醇 可 以 显著 提高 肝 


细胞 葡萄 糖 的 释放 量 ， 并 且 和 葡萄 糖 释 放量 与 皮质 醇 浓度 存在 剂量 依赖 性 关系 。 皮 质 醇 的 旷 育 时 间 长 短 并 不 


会 影响 肝 细 胞 葡萄 糖 释放 量 ， 但 皮质 醇 的 旷 育 时 间 长 短 影响 了 肝 细 胞 糖 原 含量 ， 孵 育 24 时 ,皮质 醇 浓 度 
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129 ”对 肝 细 胞 糖 原 含 量 不 产生 显著 影响 ， 而 在 孵育 36 h 时 皮质 醇 浓度 越 高 肝 细 胞 糖 原 含 量 则 越 低 。 这 表明 , 在 


130. MISA 24h 时 , 肝 细 胞 葡萄 糖 释 放量 的 增加 不 是 由 肝 糖 原 分 解 产 生 的 , 可 能 是 肝 细 胞 利用 培养 液 中 的 


131 ”氨基 酸 通 过 糖 异 生 途 径 合 成 的 葡萄 糖 。 而 孵育 36 h 时 ,葡萄糖 释放 量 的 增加 不 仅 由 肝 糖 原 分 解 得 到 ， 而 日 


132 ”可 能 还 由 其 他 糖 代 谢 途 径 合 成 葡萄 糖 。 已 有 研究 表明 ， 皮 质 醇 能 够 刺 ; 


oe 


鱼 类 肝脏 氨基 酸 和 甘油 三 酯 用 于 糖 


133 PÆL, KIRAR Vijayan 等 80 对 美洲 杜 父 鱼 (Hemitripterus americanus) 和 Mommsen BUX KH 


134 f COncorhynchus keta) 有 关 皮 质 醇 对 糖 代谢 的 研究 结果 一 致 。 


135 糖 酵 解 、 糖 异 生 与 三 羧 酸 循环 是 在 动物 体内 糖 代谢 的 重要 途径 ， 在 维持 血糖 平衡 中 发 挥 重要 作用 B2。 


-36 ”本 试验 中 ,皮质 醇 显 著 提 高 了 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培养 肝 细胞 PEPCK 和 G6Pase 活性 ， 但 延长 皮质 醇 旺 育 时 间 


Cips7 提供 了 PEPCK 的 活性 却 抑制 了 G6Pase 的 活性 ,这 说 明 PEPCK 和 G6Pase 活性 与 皮质 醇 存 在 剂量 和 时 间 依 


HIERZ. PEPCK 和 G6Pase 均 为 糖 异 生 作 用 的 关键 酶 ， 其 活性 的 升 高 说 明 皮 质 醇 提高 了 肝 细 胞 糖 异 生 能 


力 ， 促 进 了 肝 细 胞 葡萄 糖 的 生成 ， 这 是 肝 细 胞 葡萄 糖 释放 量 增 加 的 重要 原因 。 本 试验 结果 也 证 明了 皮质 本 


能 够 刺激 鱼 类 肝脏 糖 异 生 作用 以 维持 应 激 对 简 萄 糖 的 需要 量 这 一 结论 B3 约 。Jones 等 6 研究 表明 ， 地 塞 米 


松 能 够 刺激 小 鼠 原 代 培 养 肝 细胞 利用 丙酮 酸 作 为 基质 物 的 生 糖 作用 。 本 试验 中 ， 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培 养 肝 细 


胞 MDH 和 ICD 活性 均 随 着 皮质 醇 浓 度 的 升 高 而 呈 显 著 降 低 ，MDH 和 ICD 是 三 羧 酸 循环 中 的 限 速 酶 ， 


活性 降低 谨 明 皮质 醉 抑制 了 肝 细 胞 糖 的 有 和 氧 分 解 ， 促 使 肝 细 胞 释放 更 多 的 葡萄 糖 供 给 机 体 其 他 组 织 对 能 量 


Tas WRR Sunny 等 (9 研究 表明 ， 皮 质 醇 能 够 降低 罗 非 鱼 分 离 培养 肝 细胞 MDH 和 ICD 活性 ， 与 本 试验 结果 


145 ”一致 。 本 试验 结果 表明 ， 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培 养 肝 细 胞 PK 活性 随 着 皮质 醇 孵 育 时 间 的 延长 而 显赫 增加 ，PK 


146 ”是 糖 酵 解 过 程 中 催化 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 转 化 成 丙酮 酸 的 调节 酶 ， 其 活性 增加 表明 皮质 醇 能 够 刺激 糖 醉 解 中 


147 WA 


= 


酸 的 生成 ， 而 本 研究 中 添加 皮质 醇 后 丙酮 酸 的 含量 非但 没有 增加 ， 还 较 对 照 组 显著 下 降 ， 这 说 明 皮 质 


148 ” 醇 抑 制 了 肝 细 胞 的 糖分 解 作用 。 研 究 表明 ， 在 鱼 类 中 皮质 醇 对 肝 细 胞 糖 


原 代 谢 的 调节 发 挥 重要 作用 叫 。 本 


Se 


149 Wat, WEF 


j 用 肝 细 胞 原 代 培养 模型 探讨 皮质 醇 对 肝 细 胞 糖 原 合 成 过 程 中 GSase 的 直接 调节 作用 ,但 结 


150 ” 果 发 现 ,无 论 是 皮质 醇 浓度 还 是 钱 育 时 间 都 没有 对 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培 养 肝 细胞 GSase 的 活性 产生 显著 影响 ， 


151 ”说 明 原 代 培 养 肝 细胞 糖 原 合 成 能 力 不 受 皮质 醇 的 调节 ， 与 Vijayan 等 0 对 大 马 哈 鱼 的 研究 结果 一 致 。 相 反 ， 
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体 肝 细胞 中 GSase 的 转录 水 平 来 提高 肝 细 胞 的 糖 原 合成 能 力 名 。 这 说 明 ， 皮 质 醇 对 肝 细 胞 糖 原 合 成 的 调节 


乍 用 不 仅 与 鱼 的 种 类 有 关 ， 而 且 与 皮质 醇 的 作用 浓度 和 孵育 时 间 有 关 。 


4 结 论 


综 上 所 述 ， 皮 质 醇 提 高 了 和 斜 带 石 斑 鱼 原 代 培养 肝 细 胞 的 糖 异 生 能 力 ， 促 进 了 和 葡萄 糖 的 生成 ， 抑 制 了 和 葡 


葡 糖 的 分 解 ， 而 对 糖 原 合 成 无 调节 作用 。 
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Effects of Cortisol on Glycometabolism in Primary Cultured Hepatocytes form Epinephelus coioides! 
SONG Kai LUO Yuan ZHANG Chunxiao WANG Ling YOU Wenhuang CHEN Xiaohui YANG Da 
(Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea of Ministry of Agriculture, Key Laboratory for 
Feed Quality Testing and Safety Evaluation, Fish College, Jimei University, Xiamen 361021, China) 
Abstract: This experiment was conducted to study the effects of cortisol on glycometabolism in primary cultured 
hepatocytes form Epinephelus coioides. Freshly hepatocytes were isolated from Epinephelus coioides, and 
cultured at different cortisol concentrations [0 (control), 100 and 1 000 nmol/L] and different incubation time (24 
and 36 h). Medium glucose content (hepatocyte glucose production), hepatocyte glycogen and pyruvate contents, 
and the activities of glycometabolism related enzymes including phosphoenolpyruvate carboxykinase (PECK), 
glucose-6-phosphatase (G6Pase), glycogen synthase (GSase), malate dehydrogenase (MDH), isocitrate 
dehydrogenase (ICD) and pyruvate kinase (PK) were assessed at 24 and 36 h of incubation, respectively. The 
results showed as follows: compared with the control group, the hepatocyte glucose production in 100 and 1 000 
nmol/L cortisol groups was significantly increased (P<0.05), but the hepatocyte pyruvate content was significantly 
decreased (P<0.05), both at 24 and 36 h of incubation. The time of incubate to cortisol showed no significant 
effect on hepatocyte glucose production and pyruvate content (P>0.05). At 24 h of incubation, cortisol 
concentration showed no significant effect on hepatocyte glycogen content (P>0.05), however, at 36 h of 
incubation, hepatocyte glycogen content was significantly decreased with cortisol concentration increasing 
(P<0.05). With the cortisol incubation time extending, hepatocyte glycogen content was significantly decreased 
(P<0.05). At 24 and 36 h of incubation, 100 and 1 000 nmol/L cortisol significantly increased the activities of 


hepatocyte PEPCK and G6Pase (P<0.05), and significantly decreased the activities of hepatocyte MDH and ICD 
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(P<0.05), however, there was no significant difference in the activity of hepatocyte GSase (P>0.05). At 24 h of 


incubation, cortisol concentration showed no significant effect on the activity of hepatocyte PK (P>0.05), but at 


36 h of incubation, 100 and 1 000 nmol/L cortisol significantly increased the activity of hepatocyte PK (P<0.05). 


With the cortisol incubation time extending, the activity of hepatocyte G6Pase was significantly decreased 


(P<0.05), the activity of hepatocyte PK was significantly increased (P<0.05), however, there were no significant 


differences in the activities of hepatocyte MDH and ICD (P>0.05). The present study demonstrates that cortisol 


can enhance the gluconeogenesis, and has no regulating effect on synthesis of hepatic glycogen, but inhibits the 


catabolism of glucose of the primary cultured hepatocytes from Epinephelus coioides. 


Key words: Epinephelus coioides; primary cultured; cortisol; glycometabolism; enzyme activities 


